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【要旨】気管支喘息の病態形成において、血小板活性化因子platelet－activating　factor（PAF）は重要な因子
の一つである。主要病態である好酸球性炎症に対しPAFは様々な作用が報告されている。しかしPAFの肺
線維芽細胞に対する作用とそれに伴う好酸球への影響についてはいまだ明らかにされていない。そこで今回
著者らは、肺線維芽細胞のeotaxin産生及び接着分子の発現に対するPAFの影響について検討した。
　PAFはinterleukin（IL）一4存在下で肺線維芽細胞からのeotai）m産生を有意に増強させた。また、　PAFは
IL－4存在下で肺線維芽細胞上の接着分子であるvascular　cell　adhesion　mol㏄ule（VCAM）一1の発現を増強さ
せた。Eotaixn、　VCAM－1ともに好酸球の局所への選択的浸潤に関係する重要な因子であり、　T　helper　cell
（Th）2サイトカイン優位である気管支喘息のアレルギー性炎症において、　PAFが肺線維芽細胞への作用を
介して好酸球浸潤に影響している可能性が考えられた。
はじめに
　気管支喘息の病態形成において好酸球性炎症は重
要な役割を果たし、気道過敏性形成などに関与するこ
とが強く示唆されている。近年、Th2細胞から産生さ
れるサイトカインに加え、ケモカインや接着分子が、
炎症細胞としての好酸球を局所に遊走、活性化させる
ものとしてアレルギー疾患との関連で注目されてい
る。また、好酸球性炎症が気道過敏性を充進させる要
因として、好酸球穎粒蛋白による気道上皮傷害および
気道壁の肥厚（リモデリング）の二つが考えられてい
る。気道壁の肥厚には、肺線維芽細胞から産生された
コラーゲンやフィブロネクチンの基底膜下への沈着
がその一因となっている。したがって、喘息の気道炎
症に深く関わっている細胞として、好酸球と肺線維芽
細胞の相互作用が重要であると考えられる。事実、気
道組織の基底膜下には肺線維芽細胞が豊富に存在す
るとともに、喘息患者では組織に著明な好酸球浸潤を
認め、かつ、両細胞は相互に作用しうる種々の炎症性
メディエーターを産生し、接着分子の発現を認めてい
る。
　好酸球は、ケモカインレセプターCCR3を発現して
おり、CCR3リガンドのうちeotaxinはCCR3に特異
的で親和性が高く、好酸球に対して強力な遊走活性を
持つケモカインである。eota）dnは線維芽細胞1）、血管
内皮細胞2）、気道上皮細胞3）、T細胞4）、好酸球5）など多
くの細胞から産生されるが、特に線維芽細胞は大量の
eotaxinを産生する6）。そしてtumor　necrosis　factor
（TNF）一α、　IL－4、　IL－13は線維芽細胞からのeota）dn産
生を増強することが明らかにされている7）。したがっ
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て、肺線維芽細胞によるeotaxin産生は好酸球の局所
浸潤に対して重要な役割を果たす可能性が考えられ
る。
　また、好酸球の血管内から局所への遊走には、接着
分子が重要な役割を果たしている。免疫グロブリン
スーパーファミリーに属する接着分子であるintercel－
lular　adhesion　mol㏄ule（ICAM）一1、　VCAM－1は、　TNF一
α、IL－1などにより活性化された血管内皮細胞上に発
現が誘導され、好酸球表面のβインテグリンと結合
し、好酸球を血管壁に接着させ局所への浸潤を誘導す
ること、血管内皮細胞間移行にはICAM－1が重要な役
割をすることが明らかにされている8・9）。ことに好中球
には発現せず好酸球には発現するvery　late　antigen
（V：LA）一4とそのリガンドであるVCAM－1は、好酸球
の選択的集積を説明できる可能性をもつ10）。現在、肺
線維芽細胞上のVCAM－1がTNF一α、　IL－1、　IL－4など
の刺激により発現を航進することが明らかにされて
おり11）、肺線維芽細胞が好酸球の局所への遊走におい
て役割を持っている可能性が考えられる。
　また、PAFは、マスト細胞、好酸球、マクロファー
ジなどの炎症細胞において、その細胞膜リン脂質から
形成される脂質メディエーターであり、喘息において
重要な役割を果たしていると考えられている。すなわ
ちPAFは、気道収縮、血管透過性充進、気道過敏性充
進の作用を持つことが知られている。PAF　transgenic
miceの検討12）ではPAF受容体の過剰発現と気道過
敏性の充進が認められている。またPAF欠損マウス
では，アナフィラキシー反応の減弱が報告されてい
る13）。さらに、好酸球に対しても、PAFは、接着分子
の発現、遊走、細胞接着のみならず脱穎粒、活性酸素
産生、さらにロイコトリエン（LT）産生などさまざまな
作用を引き起こすことが報告されている14－17）。しか
し、PAFの肺線維芽細胞への作用とそれに伴う好酸
球への影響についてはいまだ明らかにされていない。
そこで今回、著者らは肺線維芽細胞のeotaxin産生ま
た接着分子の発現詠進に対するPAFの影響について
検討を行った。
研究材料および方法
　1．肺線維芽細胞の培養
　ヒト胎児肺線維芽細胞（HFL－1）は、American　Type
Tissue　Culture　Collection（Rockville，　Md．，　USA）より
入手した。培養液は非動化した10％牛胎児血清
（Gibco，　Grand　Island，　N．Y．，　USA）と1％penicillin／stre一
ptomysin（Gibco）を含むDulbecco’s　Modifired　Eagle
Medium（DMEM）（Gibco）を用いた。　HFL－1は、ほ
かの線維芽細胞と同様にtype　Iとtype　IIIコラーゲン
を産生し、15～20世代のものを使用した18＞。eota）dn産
生系における実，験では24wellの組織培養プレートを
用いてlwell当たり15～2．0×105の細胞遊離液（2
ml）とし、　ICAM－1、　VCAM－1発現系では6wellの組
織培養プレートを用いてlwell当たり3．0～4．0×10s
の細胞遊離液（3ml）とし、培養液で37℃、5％CO2の
環境で培養した。開始後3～4日でHFL－1細胞は
confluentとなった。
　2．試薬
　PAFはSigma社（St　Louis，　Mo．，　USA）、　recom－
binant　human　lL－4（IL－4）はGenzyme社（Cambridge，
Ma，　USA）より入手した。　PAFはethanolで10－2　M
の濃度に溶解した。IL－4、　PAFは一70℃で保存した。
Y－24180（PAF拮抗薬）は三菱ウェルファーマ株式会
社より供与された。
　3・Eotaxinの産生
　HFL－1がconfluentになった時点で、各wellに500
μ1ずつDMEMを加え、　IL－4、　PAF、　IL－4＋PAFある
いはIL4十PAF十Y－24180を添加し培養を行った。48
時間培養したのち上清を回収し、測定まで一70℃で保
存した。eotaxinの定量はELISA　kit（BioSource　lnter－
national，　CA，　USA）を用いて行った。
　4．ICAM－1、　VCAM－1の発現
　HLFIをIL－4、　PAF、　IL－4＋PAFあるいはIL－4＋
PAF＋Y－24180存在下にて48時間培養後、　trypsin
EDTA処理にて剥離し、採取した。05～1．0×106　cell／
mlとなるよう調整し、　FITC標識抗体anti－ICAM－l
mAb（Immunotech，　SA）、あるいはanti－VCAM－l　mAb
（PharMingen　International，　San　Diego，　CA，　USA）を添
加し、30分インキュベートした。PBSにて洗浄後、
FACS　Calibur　cytometer　（Becton　Dickinson，　CA，
USA）にて解析した。
　5．データの解析
　すべての実験はduplicateで行い、少なくとも3回
繰り返し行った。有意差検定はWilcoxon符号付順位
和検定を用いて行った。
結 果
1．肺線維芽細胞におけるeotaxin産生に対する
　IL4存在下でのPAFの効果
Fig．1には肺線維芽細胞によるeotaxin産生に対す
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Fig．1　Effect　of　IL－4　and　PAF　on　eotaxin　production　by　fibroblast
　　　Fibroblasts　were　cultured　with　or　without　1076　M　PAF，　with　or　without　100　ng／ml　IL－4，　and　with　or　without　10－6　M
　　　Y－24180（PAF　antagonist）　for　48　h．　Each　column　represents　the　mean±SEM　obtained　from　six　experiments　performed
　　　in　duplicate．　signify　P〈O．05　significance　between　control　and　IL－4　treatment，　IL－4　treatment　and　IL－4十PAF　treatment，
　　　or　IL－4十PAF　treatment　and　IL－4十PAF十Y－24180　（PAF　antagonist）　treatment．
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Dose　dependence　of　PAF　on　eotaxin　production　by
fibroblast
Fibroblasts　were　cultured　with　PAF　at　the　concentra－
tions　indicated　in　the　presence　of　100　ng／ml　IL－4，　for　48
h．　Data　are　mean±range　of　duplicate　cultures　in　a
representative　of　three　separate　experiments．
るIL－4（100　ng／ml）、　PAF（10－6　M）19）、の影響を示す。
　IL－4はコントロールに比べeotaxin産生の有意な増
強を惹起した（n＝6、p＜0．05）。一方、　PAF単独では
eotaxin産生に有意な効果を示さなかった。ついで、
IL－4存在下でのPAFの効果について検討した。　Fig．1
に示すように、IL－4とともにPAFを添加すると、IL－4
単独に比べさらに有意にeotaxin産生は増強した
（n＝6、p＜O．05）。すなわち、PAFはIL－4存在下で肺線
維芽細胞によるeotaxin産生に対する有意な増強効果
を示した。
　PAF拮抗薬（Y－24180）（lo－6　M）（Fig．1にはαPAF
と示す）はPAFによるeotωdn産生増強効果を明ら
かに抑制した（n＝6、p＜0．05）ことにより、PAF作用
の選択性が示された。
　2．PAFの濃度に関する検討
　Fig．2は、肺線維芽細胞のeotaxin産生に対するIL－
4（100ng／ml）存在下での、　PAFの濃度の影響を検討
した結果である。Fig．2から明らかなように、IL－4存在
下でPAFはeotaxin産生を濃度依存性に増強し、その
効果は10－6Mで最大となった。
　3．肺線維芽細胞上の接着分子発現に対するIL－4、
　　　PAFの影響
　Flow　cytometerを用いて、肺線維芽細胞上の接着分
子ICAM－1、　VCAM－1発現に対する、　IL－4（100　ng／
ml）、　PAF（10－6　M）の影響を調べた結果を示した。
　ICAM－1発現ではIL－4、　PAFあるいはIL－4＋PAF
いずれの存在下においても増強を示さなかった（未
発表データ）。
　VCAM－1発現は、　PAF単独では増強を示さなかっ
たが、Fig．3に示すように、　IL－4存在下にて増強を示
し、さらにIL－4とともにPAFを添加すると、　IL－4単
独に比べ明らかにVCAM－1発現は増強した。すなわ
ち、PAFはIL－4存在下にて肺線維芽細胞上の
VCAM－1発現に対する増強効果を示した。
　また、PAF拮抗薬（Y－24180）（10’6　M）はPAFに
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Fig．3　Analysis　of　PAF　and　IL－4　effects　on　the　expression　of　VCAM－1　on　fibroblasts　by　flow　cytometry．
　　　Expression　of　VCAM－1　on　fibroblasts　cultured　with　100　ng／ml　IL－4　and　with　or　without　10’6　M　PAF　for　48　h．　The
　　　result　is　representative　of　three　separate　experiments．
よる増強効果を抑制した（未発表データ）ことより、
PAFがIL－4誘導性VCAM－1発現を増強しているこ
とが強く示唆される。
考 察
　今回の研究において著者らは、肺線維芽細胞の
eotaxin産生また接着分子の発現増強に対するPAF
の影響を検討した。肺線維芽細胞のeotaxin産生に対
し、PAFは単独では有意な増強効果を示さなかった。
しかしながら、eota）dn産生に対して増強効果をもつ
IL－4とともにPAFを培養系に添加すると、　IL－4単独
にくらべ有意にeotaxin産生は増強した。また、　PAF
拮抗薬にてその増強は抑制され、PAF受容体を介す
る作用であることが示唆された。したがって、PAFは
一定の条件下で肺線維芽細胞からのeotaxin産生を増
強することが明らかになった。
　次に著者らは、肺線維芽細胞の接着分子である
ICAM－1、　VCAM－1発現に対するPAFの作用を検討
した。ICAM－1の発現は、　IL4、　PAF、　IL－4十PAFで
は有意な増強は認められなかった。それに対し
VCAM－1の発現では、　PAF単独では有意な増強は認
められなかったが、IL－4単独で有意な増強を認め、IL－
4とともにPAFを培養系に添加すると、　IL－4単独と
比べ有意な発現の増強を認めた。またPAF拮抗薬に
てその増強は抑制された。したがって、PAFはIL－4
存在下で肺線維芽細胞上にその接着分子である
VCAM－1発現を増強することが明らかになった。
　これまでPAFは多彩な生物活性をもつことが明ら
かにされている。気道収縮、血管透過性充進、気道過
敏性充進の作用を持つことが知られ、特に好酸球に対
する細胞接着反応、活性酸素産生、脱穎粒においては
種々の免疫グロブリン、サイトカイン、脂質メディ
エ一盛ーを含めた刺激の中でも最も強力な因子の一
つであり、喘息の病態に重要な役割を持つ。
　好酸球が血管内から局所へ遊走していく過程で、
PAFにより活性化された好酸球はβ2インテグリン
（CDllb／CD18）を表出することにより、血管内皮細胞
への接着・内皮細胞間移行が促されることが知られて
いる16）。また、PAFはIL－5の存在下で特異的に好酸球
が基底膜を通過することを惹起すること20）、好酸球の
気道上皮細胞間の遊走や気道上皮細胞上の脱穎粒に
際してもβ2インテグリン（CDIlb／CD18）を介し、
PAFが強い誘導能をしめすことが報告されている21）。
　Eota）dnは、抗原負荷した喘息モルモットのBALF
から好酸球の組織集積を指標として分離されたケモ
カインである22）。好酸球はケモカインレセプター
CCR3を発現しており、CCR3リガンドのうちeotaxin
は、CCR3に特異的で親和性が強く、in　vivoでは投与
局所に好酸球を集積させ、加吻。ではケモカインのな
かで最も強い好酸球遊走活性を示す。そしてTh2サイ
トカインであるIL－4は線維芽細胞からのeotaxin産
生を増強することが明らかにされている7）。
　今回筆者らの検討において、PAFはIL－4の存在下
で肺線維芽細胞からのeotaxin産生を増強させること
がわかった。PAFはそれ自体でも好酸球遊走能を持
つことがわかっているが、ここで、PAFが問質内に存
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在する線維芽細胞に対し、アレルギー炎症に最も関与
するサイトカインの一つであるIL－4の存在下で、好酸
球に対し強い遊走活性を持つeotaxinの産生を増強さ
せたことは、PAFがアレルギー炎症局所の組織間質
内で線維芽細胞に働きかけることにより、eota）dn産
生を介して好酸球遊走作用をしめすことが示唆され
る。
　また、今回筆者らは、PAFはIL－4の存在下で肺線維
芽細胞上のVCAM－1発現を増強させることを示し
た。VCAM－1はそのリガンドであるVLA－4と接着す
ることにより、細胞間の細胞情報伝達や細胞活性化な
どを惹起することが知られている。VLA－4は、好中球
には発現がなく、好酸球に認められることから、
VCAM－1は、eotaxinなどのケモカインとともに、好酸
球の局所への選択的浸潤に関係する重要な因子であ
ると考えられている。一方、好酸球においては、好酸
球上のVLA－4が、そのリガンドの一つであるフィブ
ロネクチンと問質内で接着することにより、IL－3、
GM－CSFを分泌し好酸球自身の生存を延長させるこ
と23）、気道収縮作用を持つLTC4の産生を増強するこ
と24）、活性酸素産生に関与すること、が報告されてい
る。したがって、PAFにより誘導されたVCAM－1は、
好酸球上のVLA－4と接着することにより、好酸球を
局所へ選択的浸潤させること、その上で局所にて好酸
球になんらかの機能的制御を行っている可能性のあ
ることが示唆される。
　さらに、eota）dnなどのケモカインはインテグリン
を活性化し接着を誘導することが報告されている25）。
これは、PAF・IL－4存在下において、肺線維芽細胞は
eotaxin産生増強し、好酸球上のVLA－4を活性化する
ことにより、肺線維芽細胞と好酸球との接着をより増
強していることが考えられる。
　したがって、PAFによるIL－4存在下での肺線維芽
細胞からのeota）dn産生増強、　VCAM－1発現増強は、
それぞれが好酸球の遊走や局所へ選択的浸潤に働き
かけるが、相互作用を持つことにより、より強い作用
を持つ可能性がある。
　またPAF拮抗薬にてこれらの作用が抑制されたこ
とは、これらの反応がPAF受容体を介していること
が考えられ、肺線維芽細胞上のPAF受容体の存在の
証明、また細胞内のシグナル伝達などについて、今後
の検討が必要とされる。
結 語
　気管支喘息において、好酸球性炎症は主要病態の一
つである。今回、著者らはPAFがIL－4存在下で肺線
維芽細胞からのeotaxin産生を増強すること、その接
着分子であるVCAM－1の発現増強することを示し
た。これはTh2サイトカイン優位である気管支喘息の
アレルギー性炎症において、PAFが肺線維芽細胞へ
の作用を介して好酸球浸潤に影響している可能性を
示 ものである。
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Abstract
　　　　Platelet－activating　factor　（PAF）　plays　important　roles　in　the　pathogenesis　of　bronchial　asthma．　However，　the　effect　of
PAF　on　human　lung　fibroblasts　and　the　mechanism　of　eosinophil　recruitment　by　its　effect　have　not　been　thoroughly
elucidated．　In　this　study，　we　examined　effects　of　PAF　on　eotaxin　production　and　adhesion　molecules　expression　by　using
human　lung　fibroblasts．
　　　　When　fibroblasts　were　cultured　with　IL－4　plus　PAF，　eotaxin　production　was　significantly　enhanced　in　comparison　with
IL－4　alone，　and　vascular　cell　adhesion　mol㏄ule（VCAM）一l　expression　was　clearly　enhanced　in　comparison　with　IL－4　alone．
　　　　These　results　suggest　that　PAF　may　induce　eosinophil　recruitment　into　airways　through　the　activation　of　human　lung
fibroblasts　in　the　presence　of　IL－4　in　allergic　inflammation．
〈Key　words＞　Platelet－activating　factor　（PAF），　human　lung　fibroblasts，　eotaxin，　VCAM－1，　IL－421
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